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Description 

Le clonage du cADN du facteur Vill (FVIII) (1-3) a permis de mieux comprendre la structure et les 
fonctions de cette molecule complexe. 

5 Le premier produit de traduction du mARN est une molecule de 2.351 acides amines, comprenant un 
peptide signal de 19 acides amines. On observe des homologies internes dans les sequences en acides 
amines qui permettent de d^finir des domaines : un triplet de domaines A, un domaine B unique et un 
doublet de domaines C, disposes dans i'ordre suivant : A1 - A2-B- A3-C1 -C2 (2, 4). 
Le domaine B unique est code par un exon de 3.100 pb (exon 14 du gene FVIII) (5) et contient 19 des 25 

w sites potentiels de glycosylation (Asn) ; cette partie de !a molecule est cliv^e et perdue lors de Pactivation 
par la thrombine (2, 4, 6). 

Le mode I e actuel du mecanisme de maturation du facteur VI It est schematise* dans la figure 1 . 
Dans ce modele, la premiere activation est due a un clivage de la molecule entre les acides amines Arg 16 * 8 
et Glu 1649 ce qui donne un pnScurseur de la chaTne legere de 80 Kd et un prScurseur de la chaine lourde 

J5 de > 200 Kd. 

Les 2 chaTnes sont probablement relives par un ion metallique (Ca ++ ?) avant que le clivage ne soit realise. 

Ensuite le domaine B est degrade* par plusieurs clivages proteolytiques, puis Pactivation par la 
thrombine s'effectue par un clivage entre les acides amines Arg 739 et Ser 7i0 et entre Arg 1689 et Ser 1G9 ° ce 
qui donne une chaTne lourde de 90 Kd et une chaTne legere de 73 Kd. La necessite d'un clivage 

20 supplemental entre Arg 371 et Ser 372 pour obtenir une activity maximale est encore controversee ; ce 
clivage pourrait au contraire destabiliser la molecule (6, 7). 

tl est generalement admis qu'une incubation prolong^e en presence de thrombine entraTne une rapide 
diminution d'activite. D'autres facteurs peuvent egalement inactiver le facteur VIII comme la proteMne C 
activ^e et le facteur Xa qui clive la molecule en plusieurs points, en particulier a Arg 336 /Met 337 (7). 

25 Dans ce processus de maturation, en remarque que le domaine B ne joue pas de role dans Pactivite de 
la molecule mature puisqu'il est perdu apres activation par la thrombine. De plus, Toole et al. (8) ont 
compare les sequences nucleotidiques des genes du facteur VIII humain et porcin et ont montre que les 2 
domaines B sont tres divergents alors que les chaTnes lourde et legere sont tres conservees. 
Ceci suggere (8, 9, 10, 11) qu'une molecule depourvue de domaine B ne perdrait pas sa fonction 

so procoagulante. 

Deux approches ont ete suivies pour tester cette hypothese : soit la deletion, dans le cADN, de grands 
fragments d'ADN correspondent au domaine B ce qui donne des derives du facteur VIM plus courts (8, 9), 
soit la co - expression dans des cellules de mammiferes de fragments d'ADN correspondant aux chaTnes 
lourde et legere {10, 11). 

35 La co - expression dans des cellules de mammiferes des chaTnes lourde et legere r^sulte en une 
production detectable de FVIILC mais a un niveau 5 fois inferieur a celui obtenu par ('expression de la 
molecule complete. Ceci suggere que Passociation des 2 chaTnes est inefficace ce qui diminue P activity de 
la molecule (10, 11). 

Ces experiences ont montre qu'une molecule depourvue de la plus grande partie du domaine B mais 
40 qui a conserve les sites de maturation correspondant aux acides amines 740, 1649 et 1690 (qui semblent 
necessaires a Pactivation) presente une activite procoagulante normale et de plus, a Pavantage d'etre 
exprimde 10 fois plus efficacement dans les cellules de mammiferes (8). Cette molecule peut etre activee 
par la thrombine de la m§me maniere que la molecule naturelle entiere (9). 

Le facteur VIII circulant dans le plasma est associe* au facteur von Willebrand (fvW) qui semble le 
45 stabiliser ; en effet la demi-vie du FVIII in vivo diminue tres fort en absence de fvW (16). 

Eaton et al. (9) ont d£crit un derive* du facteur VIII deiete dans le domaine B, qui lie efficacement le fvW, ce 
qui permet d'attendre une demi-vie normale in vivo pour la molecule delete du domaine B. 

La presente invention concerne ('analogue du facteur VIII dont les acides amines 771 a 1666 ont ete 
deletes. On Pappellera aussi tout au long de la description et des exemples FVIIIAII. 
so L'analogue du facteur VIII selon la presente invention est, de preference, prepare a partir d'une culture 
de cellules eucaryotes produisant (edit analogue sur un milieu de culture approprie et de la separation du 
facteur VIII obtenu. 

Les cellules ont, de preference selon Pinvention, ete infectees par un vecteur viral recombinant tel que 
le virus de la vaccine qui assure ('expression du cADN de ('analogue du facteur VIII dans les cellules. It 
55 s'agit, de preference des cellules BHK21 . 

Mais, dans le cadre de ta presente invention, on peut aussi transfecter tes cellules par un vecteur 
d'integration comportant le cADN de ('analogue du facteur VIII entoure des elements necessaires a son 
expression dans les cellules eucaryotes et un segment d'ADN favorisant ('integration du vecteur dans PADN 
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cellulaire. 

Dans ce cas, le cADN codant pour I'analogue du facteur VIII est, de preference, insere* devant un gene 
codant pour un marqueur de selection pour donner un produit de transcription bicistronique. 
Les cellules transferees sont, de preference, des cellules CHO. 

Enfin, la presente invention concerne une composition pharmaceutique comportant, a titre de principe 
actif, ('analogue du facteur VIII de la presente invention. 

Une telle composition peut contenir, en outre, le facteur von Willebrand. 

La composition pharmaceutique de la presente invention se presente de preference, sous forme sterile 
injectable. 

La presente invention sera mieux comprise a la lecture des exemples illustres a i'aide des figures 
suivantes : 

Figure 1 : Schema de la maturation de la molecule du facteur VIII par clivages proteolytiques 

successifs (d'apres Toole et al. 1984 (2) et Eaton et al. 1986 (7). 
Figure 2 : Schema de la mofecuie du facteur VIII et des 2 delations Al (aa 868 a 1562) et All (aa 771 

a 1666). 

Les sites de clivage par la thrombine (lla) et par une protease inconnue (Xi en position 
1649) sont indiqu^s par des fleches. 

La ligne inferieure represente la sequence du cADN avec les sites de restriction utilises 

dans les diverses constructions. 
Figure 3 : Schema du vecteur d'expression du rFVIIl utilise pour transformer les cellules CHO. 
Figure 4 : Cinetique d'activation par la thrombine des differentes molecules de facteur VIII : 

pd = derive* du plasma 

r = molecule recombinante intacte 

All = molecule debtee All 
Note : La numeration des nucleotides et des acides amines est celle de Wood et al. (1). 

Exemple 1 Construction de plasm ides portant des derives du cADN du facteur VIII, delates dans la region 
correspondant au domaine B. 

Le plasmide de depart est le plasmide pTG1080 qui porte le cADN de facteur VIII, des nucleotides -64 
a 8230, clone dans le site Sail de pUC8 (Ce plasmide a ete decrit dans le brevet frangais 86.08258). 

A partir de ce plasmide, 2 derives ont ete prepares, I'un (Al) comprenant une delation dans le domaine 
B correspondant aux acides amines 868 a 1562 ; I'autre (All) correspondant a une deletion des acides 
amines 771 a 1666. La construction All abolit done le site de clivage en position 1649. 

Les 2 constructions sont schematises dans la figure 2. 

a) Le plasmide pTG1080 a ete* digenS par I'enzyme Pstl pour liberer un fragment de 2.7 kb comprenant 
I'extremite 5' correspondant aux nucleotides -64 a 2641 du cADN du facteur VIII. 

Ce fragment Pstl a ete clone dans le vecteur pTGlPOLY (vecteur de clonage derive de pML2 
comportant une origine de replication active dans E. coli et le gene de la 0. lactamase, dans lequel on a 
insere un "poiylinker" presentant 12 sites de restriction uniques. Ce vecteur est identique au vecteur 
pTG14 decrit dans le brevet PCT - FR85/00096, a ("exception du "poiylinker'* qui remplace le "linker" 
Hindlll. Dans cette construction, le site Bg1ll du poiylinker se trouve adjacent du site Pstl (nucleotide 
2641) de la sequence FVIII. 

Ensuite on introduit dans ce site Bg 1 1I, la position 3' de la sequence codante du FVIII (nucleotides 4801 
a 8230) sous forme de fragment BamHI egalement isoie a partir du pTG1080. 

La construction presentant les 2 segments du FVIII dans I'orientation correcte est appellee pTG1501. La 
sequence du cADN FVIII portee par cette construction est appeiee FVIIIAI. La jonction Pstl/Bg1ll/BamHI 
ainsi formee preserve la phase de lecture du FVIII. 

b) A partir du pTG1501, on recupere un fragment Kpnl-Sphl (correspondant aux nucleotides 1811 a 
6580) pour I'introduire dans le vecteur M13TG131 (20) et le deleter des nucleotides 2367 a 5056, par la 
technique dite de "loop out mutagenesis" (17), avec un oligonucleotide de synthase ayant la sequence 
suivante : 

5TCATTTC AACTG ATATG G TGTCAGTCTT3' 
Le vecteur defefe est appeie M13TG1510 ; la sequence de cADN FVIII deietee est appeiee FVIIIAII. 
L'analyse par sequenQage confirme que la sequence est correcte. 
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Exemple 2 Expression des sequences FVIIIAI et All par des virus recombinants de la vaccine. 

Dans le brevet frangais 86.08258 on a decrit le plasmide PTG1016 qui porte la sequence de cADN du 
facteur VIII en aval du promoteur du gene codant pour la proline 7.5 K du virus de la vaccine et ce bloc 
s d'expression est insure* dans le gene TK du virus de la vaccine. 

Un deVive du plasmide pTG1016 t le pTG1030 (identique au prudent sauf une delation Bg1ll-Pstl 
dans la region 5' non traduite de la sequence FVIII) a etd utilise pour int£grer les constructions delves, 
FVIIIAI et All, a la place de la sequence native, dans le vecteur congu pour permettre Immigration dans le 
genome du virus de la vaccine. 
10 Le fragment BamHI-Bgll (corespondant aux nucleotides 1864 a 6050) de la sequence native du 
PTG1030 est excise et remplace* par le fragment BamHI-Bgll du pTG1501 (FVIIIAI) pour donner le 
PTG1506 ou par le fragment BamHI-Bgll du M13TG1510 (FVIIIAIl) pour donner le pTG1507. 

Les blocs d'ADN comprenant le gene TK de la vaccine interrompu par le cADN FVIIIA place sous le 
promoteur 7.5 K de la vaccine, sont int^gres dans le genome du virus de la vaccine, par recombinaison 
75 homologue, selon la technique classique (18). 

Les virus recombinants correspondents sont appelis W.TG.FVIII1506 (FVIIIAI) et W.TG.FVUI1507 
(FVIIIAIl). 

Les virus recombinants sont utilises pour infecter des tapis cellulaires de BHK21 (2.10 6 cellules) avec 1 
ufp/cellule. Apres 1 heure d'adsorption, les cultures sont lavees et renouvelees en milieu frais sans serum, 
20 additionne de 1 % BSA et 1 mM CaCfe. Des echantillons de milieu sont preleves apres 24 et 48 heures et 
doses pour la quantite de facteur VIII present, determined par dosage radioimmunometrique (FVIII:Ag) et 
pour Pactivite procoagulante du facteur VIII (FVIIhC). 

L'antigene FVIII ou FVIIIA est dose 1 "en sandwich" entre de I'immunoglobuline G du seVum de patient 
hemophile inhibiteur, adsorbee sur la paroi du tube a essai, et un anticorps monoclonal anti- facteur VIII, 
25 specifique d'un epitope de la chatne I6gere, radioactif, selon une m£thode ddcrite par Lee et al. (21). 

La mesure de 1'activite* du facteur VIII (FVIILC) est rSalisee classiquement par le temps partiel de 
thromboplastine actived (TPTA) (22). 

Les resultats sont presented dans le tableau suivant. 



Tableau 1 x Determination de la quantite de FVIII :Ag et de 
1'activite procoagulante FVIII:C dans le surna- 
geant de cultures de BHK21 infectees avec les 
virus W recombinants (resultats exprimes en mU/ral 
- seuil de detection * 1 mU/ml). 

W recombinants 24 heures 48 heures 

FVIII:C FVIIItAg FVIII:C FVIII:Ag 



45 



50 



W.TG. 1030 (FVIII) 47.5 78.5 42.5 120.0 

W.TG. 1506-9 (FVIIIAI) 110.0 128.0 155.0 187.5 

W.TG. 1507-6 (FVIIIAIl) 160.0 486.7 548.0 615.0 



Les resultats montrent que les 2 molecules d€l£t£es sont biologiquement actives dans un test de 
coagulation sanguine et qu'on obtient une plus grande quantite" de proline avec les constructions FVIIIA 
qu'avec le FVIII intact (augmentation de 2 fois avec FVIIIAI et de 5 fois avec FVIIIAIl). 
55 Oe plus ractivite" FVIIhC ne chute pas entre 24 et 48 heures alors qu'elle chute avec la molecule intacte. 
On satt que ceile-ci doit Itre stabilised par du facteur von Wiltebrand pour garder son activity (brevet 
frangais 86.08258). 
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Exemple 3 Etablissement do lignges cellulaires exprimant le facteur VIII ou le facteur VIIIAII. 

1 ) Construction de plasmides 

5 Les sequences codantes du facteur VIII et du facteur VIIIAII ont ete introduites dans un vecteur, pTG384, 
concu pour favoriser son integration dans le genome de cellules de mammiferes sous forme de multicopies. 
Ce vecteur a ete ddcrit dans le brevet francais 86.09043. Les elements importants de ce vecteur {voir figure 
3) sont : 

a) un segment d'ADN mitochondrial murin qui favorise ('integration des sequences exogenes d'ADN sous 
w forme de plusieurs copies en tandem (1 5). 

(b) une cassette d'expression comprenant les sequences "enhancer" (activateur de transcription) du 
SV40 (sequences rgpetitives de 72 pb), le promoteur majeur tardif (MLP) de ('Adenovirus 2, le gene 
codant pour le marqueur de selection XGPRT (xanthine - guanine phosphoriboxyl transferase). Le 
vecteur est concu pour permettre I'insertion en 5 ' du gene XGPRT d'un cADN choisi, de maniere a 
is obtenir un produit de transcription bicistronique. Le vecteur comprend encore, en 3' du XGPRT, I'intron 
du petit antigene t de SV40 et ses sequences de polyadenylation. 
c) la propagation du vecteur dans E. coli est assume par I'origine de replication Col El. 
Les sequences codantes du FVIII ont ete inserts dans le vecteur pTG384, dans le site unique Hindlll 
(en amont du gene XGPRT). Les extr^mites lib^rdes par la digestion Hindlll sont rendues franches par 
20 traitement au fragment Klenow de I'ADN polymerase I. 

On recupere la sequence complete du FVIII a partir du plasmide pTG1080 (voir exemple 1) sous forme 
de fragment Smal - Hpal (le site Smal est situe dans le "poiylinker" en amont de I'ATG initiateur et le site 
Hpal est situe au nucleotide 7434). La ligation de ce fragment dans le vecteur pTG384 ouvert par Hindlll et 
traite It la Klenow donne le plasmide pTGl020. 
25 Pour faire la construction analogue avec le gene deiete du facteur VIII, on echange, dans le pTG1020, 
le fragment BamHI-Bgll (nucleotides 1864 et 6050 du FVIII) avec le fragment FVIIIAII, BamHI-Bgll du 
M13TG1510, selon le meme principe que pour la construction de pTGl507. Le vecteur pTG304 ayant 
insert le FVIIIAII est appele pTGl509. 

jo 2) Transfection des cellules CHO avec les plasmides pTGl020 et pTGl509, 

Des tapis de cellules CHO ont ete transfectes avec I'ADN des plasmides pTGl020 (FVIII) ou pTGl509 
(FVIIIAII) par la methode du precipite au phosphate de calcium (19), avec 5 ou 10 ug d'ADN par boite de 
8,5 cm de diametre. 48 heures apres la transfection, les cellules sont trypsinees, diluees et inocuiees en 
35 milieu seiectif MEM a 2000 suppiemente avec de I'hypoxanthine (15 mg/l), de la thymidine (10 mg/l), de la 
xanthine (250 mg/l), de I'aminopterine (0.2 mg/l), de I'acide mycophenolique (25 mg/l) et 10 % de serum de 
veau foetal dialyse. 

Apres 2 semaines, les clones de cellules resistantes au milieu seiectif sont preleves, mis en cultures en 
cupules de 1 ml puis de 2 ml. Quand les cellules atteignent 70 % de confluence, le milieu est enleve, les 
40 tapis cellulaires sont laves et renouveies en milieu frais contenant 5 % de serum inactive (pour eviter un 
important bruit de fond dans les tests de coagulation ). 

Apres 24 heures le milieu est recolte et analyse pour la presence (FVIIIiAg) et I'activite (FVIIJ:C) du facteur 
VIII. 

Plusieurs clones ont ete obtenus. En premiere analyse, il apparait que la plupart des clones exprimant le 
45 FVIII complet produisent moins de materiel que les clones exprimant le facteur VIIIAII. 
Deux clones ont ete selection^ s : 
CHO-TG1020-22-12 qui exprime le FVIII complet 
et CHO -TG1509- 18 qui exprime le FVIIIAII. 

Les niveaux d'expression et d'activite FVIII sont presentes dans le tableau suivant : 

50 



55 
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Tableau 2 



Determination de FVIILAg et FVIII:C (en mil) dans le surnageant des clones de CHO (10 6 cellules), re'colte* 

apres 24 heures. 




FVIII:Ag 


FVIII:C 


CHO-TG1020-22-12 
CHO-TG1509-18 


63 
504 


60 
500 
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On observe une production de facteur VIIIAII 10 fois superieure a celle du facteur VIM complet, ce qui 
confirme les resultats observes dans le modele vaccine. 



Exemple 4 Activation par la thrombine des diverses molecules de facteur VIII natif et recombinants. 

15 

Difterentes molecules de facteur VIII ont 6x6 compares dans une cin^tique d'activation par la 
thrombine : le facteur VIII natif deVive* du plasma et le facteur VIII recombinant, complet et All, exprim§s 
dans les clones CHO. 

L'activation est mesur^e dans un test classique de coagulation (TPTA) apres incubation en presence de 
20 quantite catalytique de thrombine. 

La figure 4 montre que le FVIII recombinant et le FVIII plasmatique sont active's de la meme fagon (d'un 
facteur 20) et suivant des cinetiques tres voi sines. Le FVWAII est active beaucoup plus fort (d'un facteur 60 
apres 5 minutes d'incubation avec la thrombine). 

Bien que le facteur VIIIAII soit beaucoup plus active\ il n'est pas active* plus rapidement que les 2 autres 
25 molecules (contrairement a ce qui a 6x6 observe par d'autres (9) avec leurs constructions facteur VI 1 1 A) ce 
qui montre que le facteur VIIIAII n'est pas pre*active\ ce qui est important en vue de son utilisation 
therapeutique. 

Le fait que le FVIIIAII n'est pas preactive est confirme* par la bonne correlation entre les niveaux de 
FVIIhAg et de FVIILC, a la fois dans le modele vaccine et dans les lignees CHO. 

30 

Depot de souches representatives de I' invention 



Les souches suivantes ont 6x6 d6pos£es a la Collection Nationale de Culture des Microorganismes, 25 
Rue du Docteur Roux, Paris, le 24 juillet 1987 : 
35 E. coli BJ5183/pTG1020, sous le n° I -679 
E. coli 5K/pTG1507, sous le n° I -680 
E. coli BJ5183/pTGl509, sous le n° 1-681. 
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Revendlcatlons 

1. Analogue du facteur VIII caracterise en ce qu'il s'agit du compose delete des acides amines 771 a 
1666. 

70 

2. Procede de preparation de ('analogue du facteur VIII selon la revendication 1, caracterise en ce qu'on 
cultive des cellules eucaryotes produisant ledit analogue sur un milieu de culture appro pri^, et en ce 
qu'on sSpare I'analogue du facteur VIII obtenu. 

;s 3. Proc£de* selon la revendication 2, caracteVise* en ce que tes cellules eucaryotes ont 6x6 infectees par un 
vecteur viral recombinant assurant I'expression du cADN codant pour i'analogue du facteur VIII. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise* en ce que le vecteur viral est le virus de la vaccine. 

20 5. Precede* selon I'une quelconque des revendications 3 ou 4, caracterise* en ce que les cellules infectees 
sont des cellules BHK21 . 

6. Proc£de* selon la revendication 2, caracteVise* en ce que les cellules eucaryotes ont 6t6 transferees par 
un vecteur d'int§gration comportant le cADN de ('analogue du facteur VIII et les elements n^cessaires a 

25 son expression dans lesdites cellules eucaryotes ainsi qu'un segment d'ADN favorisant ('integration du 
vecteur dans TADN celiulaire. 

7. Procede* selon la revendication 6, caracterise en ce que le cADN codant pour ('analogue du facteur VIII 
est insere devant un gene codant pour un marqueur de selection pour donner un produit de 

30 transcription bicistronique. 

8. Procede selon les revendications 6 et 7, caracterise en ce que les cellules eucaryotes sont des cellules 
CHO. 

35 9. Composition phanmaceutique comportant a titre de principe actif I'analogue du facteur VIM selon la 
revendication 1. 

10. Composition pharmaceutique selon la revendication 9, caracteVisee en ce qu'elle contient en outre le 
facteur von Willebrand. 

40 

11. Composition pharmaceutique selon Tune quelconque des revendications 9 ou 10, caracterisee en ce 
qu'il s'agit d'une composition sous forme sterile injectable. 

Claims 

45 

1. A factor VIII analog, which is the compound which has undergone deletion of amino acids 771 to 1666. 

2. A process for preparing the factor VIII analog as claimed in claim 1, wherein eukaryotic cells that 
produce the said analog are cultured on a suitable culture medium, and where in the factor VIII analog 

so obtained is separated. 

3. The process as claimed in claim 2, wherein the eukaryotic cells have been infected with a recombinant 
viral vector that provides for the expression of the cDNA coding for the factor VIII analog. 

55 4. The process as claimed in claim 3, wherein the viral vector is vaccinia virus. 

5. The process as claimed in either of claims 3 and 4, wherein the infected cells are BHK21 cells. 
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6. The process as claimed in claim 2, wherein the eukaryotic cells have been transfected with an 
integration vector containing the cDNA of the factor VIII analog and the elements necessary for its 
expression in the said eukaryotic cells, as well as a DNA segment that promotes the integration of the 
vector in the cellular DNA. 

5 

7. The process as claimed in claim 6, wherein the cDNA coding for the factor VIII analog is inserted in 
front of a gene coding for a selection marker, to give a bicistronic transcription product. 

8. The process as claimed in claims 6 and 7, wherein the eukaryotic cells are CHO cells. 

w 

9. A pharmaceutical composition containing, by way of active principle, the factor VIII analog as claimed in 
claim 1. 

10. The pharmaceutical composition as claimed in claim 9, which contains, in addition, the von Willebrand 
15 factor. 

11. The pharmaceutical composition as claimed in either of claims 9 and 10, which is a composition in 
sterile injectable form. 

20 Patentanspruche 

I. Analogon des Faktors VIII, dadurch gekennzeichnet, dafl es sich dabei handelt urn die deletierte 
(ausgeloschte) Verbindung der Aminosa'uren 771 bis 1666. 

25 2. Verfahren zur Herstellung des Analogons des Faktors VIII nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daS man Eukaryonten - Zellen kultiviert, die das Analogon auf einem geeigneten Kultur - Medium 
bilden, und daB man das erhaltene Analogen des Faktors VIII abtrennt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafl die Eukaryonten - Zellen durch einen 
30 rekombinanten Virus -Vektor infiziert worden sind, urn die Expression der cDNA zu gewahrleisten, die 

fur das Analogon des Faktors VIII codiert. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei dem Virus -Vektor urn das 
Vaccine - Virus handelt. 

35 

5. Verfahren nach einem der AnsprOche 3 Oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB die infizierten Zellen 
BHK21 - Zellen sind. 

6. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafl die Eukaryonten - Zellen durch einen 
40 Integrations -Vektor transfektiert worden sind, der umfaflt die cDNA des Analogons des Faktors VIII 

und die fur seine Expression in die genannten Eukaryonten - Zellen erforderlichen Elemente sowie ein 
DNA -Segment, das die Integration des Vektors in die Zell- DNA begOnstigt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet. dafl die fClr das Analogon des Faktors VIII 
45 codierende cDNA inseriert wird vor einem Gen, das fUr einen Selektionsmarker codiert, um ein 

bicistronisches Transkriptionsprodukt zu ergeben. 

8. Verfahren nach den AnsprUchen 6 und 7, dadurch gekennzeichnet, dafl die Eukaryonten - Zellen 
CHO -Zellen sind. 

50 

9. Pharmazeutische Zusammensetzung, die als aktives Prinzip (Wirkstoff) das Analogen des Faktors VIII 
nach Anspruch 1 enth3lt. 

10. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafl sie auBerdem den 
55 von Willebrand - Faktor enthalt. 

II. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der AnsprOche 9 Oder 10, dadurch gekennzeichnet. 
daB es sich dabei um eine Zusammensetzung in einer injizierbaren sterilen Form handelt. 
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